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Abstract 



The invention concerns an antigen vector, in particular a protein antigen, consisting of a dispersion of 
multilamellar vesicles within which said antigen is at least partially encapsulated, said vesicles consisting of two 
layers comprising at least a surfactant, said two layers being concentric and providing said vesicles with an 
onion-like structure. The invention also concerns compositions containing at least an antigen against which it is 
desired to produce antibodies, said antigen being partially encapsulated in such a vector. The invention further 
concerns the method for preparing said compositions. 
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VECTEURS D'ANTIGENES ET COMPOSITIONS THERAPEUTIQUES CONTENANT DES ANTIGENES. 

tL'invention concerne un vecteur d'antigene, en parti- 
d'antigene proteique, constitue d'une dispersion de 
vesicules multilamellaires au sein desquelles ledit antigene 
se trouve au moins partiellement encapsule, lesdites vesi- 
cules etant constituees de bicouches comprenant au moins 
un agent tensioactif, lesdites bicouches etant concentriques 
et conferant auxdites vesicules une structure en oignon. 

Elle concerne egalement des compositions pharmaceu- 
tiques contenant au moins un antigene partiellement encap- 
sule dans un tel vecteur. 

Elle concerne egalement le procede de preparation de 
ces compositions. 
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La presente invention concerne des vecteurs d'antig^nes ainsi que des 
compositions therapeutiques a activite immunitaire potentialisee. 
5 Plus de 100 ans apres la decouverte des agents infectieux par Louis 

Pasteur, la question suivante est toujours d'actualite: comment preparer le systeme 
immunitaire a etre durablement efficace contre une infection, dans des conditions 
de securite totale ? L'enjeu des recherches est non seulement de mettre au point de 
nouveaux vaccins, mais aussi d'ameliorer ceux deja existants, en reduisant le 

1 0 nombre d'injections. 

De nos jours, la plupart des vaccins viraux sont des virus vivants 
attenues. Cette strategic a ete moins fructueuse contre les bacteries puisqu'un seul 
vaccin bacterien attenue est utilise a ce jour : le BCG. La demarche d'attenuation 
des microorganismes a fait d'enormes progres grace aux techniques de Biologie 

15 Moleculaire qui rendent possible de modifier la fonction de virulence de ces 
agents pathogenes. Neanmoins, il est difficile de concilier l'attenuation de cette 
virulence et une stimulation efficace des defenses immunitaires. Les vaccins dits 
moleculaires, a base d'antigenes purifies exigent le concours d'adjuvants a propos 
desquels toute une recherche reste encore a developper. A titre d'exemple, le 

20 premier vaccin de ce type a ete mis au point contre Thepatite B en 1987 a partir 
d'une proteine de Tenveloppe virale (antigdne HBs) produite par les cellules 
animales. Ces vaccins moleculaires sont encore peu nombreux car les antigenes 
purifies sont rapidement elimines par Torganisme. De plus, les antigenes purifies, 
injectes seuls sont peu efficaces et necessitent Temploi de substances qui 

25 favorisent leur reconnaissance par le systeme immunitaire et qui ralentissent leur 
degradation : les adjuvants. Actuellement, Thydroxyde d'aluminium Al(OH)3, 
decouvert en 1926, est un adjuvant autorise chez rhomme. De nouvelles 
substances ont ete decouvertes au cours des dernieres annees : derives 
synthetiques de la paroi des mycobacteries (muramyldipeptide et ses derives). 

30 Cependant, la demonstration de Tinnocuite de ces nouveaux agents 

necessite une multitude de tests, avant qu'ils puissent etre utilises dans des vaccins 
a usage humain. Enfin se pose le probleme du nombre d'injections ; car en 
Tabsence de rappels, la memoire immunitaire devient alors insuffisante. 

La vaccination modeme, en particulier celle basee sur Tutilisation de 

35 proteines recombinantes, est basee sur la reponse immunitaire liee a 
Tadministration d'un antigene par differentes voies (intramusculaire, per os). 
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Cependant, du fait soit de la biodisponibilite insuffisante de l'antigene (association 
insuffisante avec les molecules du complexe majeur dTiistocompatibilite, trop 
courte duree de demi-vie, proteolyse, absence de reconnaissance par les cellules 
presentatrices d'antigene) soit d'une reconnaissance imparfaite des determinants 
5 antigeniques par les cellules immunitaires, meme lorsque la sequence proteique est 
con?ue de fa$on optimale (ex : les glycoproteines associees au virus VTH, ou les 
marqueurs tunioraux), la reponse immunitaire in-vivo peut etre parfois decevante. 

II existe done un tres grand interet a vectoriser ces molecules afin de 
tenter de pallier aux limitations decrites ci-dessus. 

1 0 Classiquement, la vaccination vise une reponse immunitaire humorale. 

Ce systeme protege Tindividu vaccine d'une exposition eventuelle a Tagent 
pathogene, prevenant de la sorte, la dissemination d'une infection extra-cellulaire. 
Cependant, il est impuissant vis-a-vis d'une infection intracellulaire. La reponse 
immunitaire cellulaire est done le complement indispensable a Telimination de la 

15 cellule infectee. Par consequent une vaccination ideale fait appel aux 2 voies, 
cellulaire et humorale. La voie cellulaire permet Telimination d'agents pathogenes 
intracellulaires tels que les virus ou les cellules cancereuses. H est a lTieure 
actuelle difficile d'administrer un antigene assurant une reponse immunitaire 
adequate, ceci rendant inoperant xine vaccination contre des antigenes tumoraux 

20 specifiques (ex: cancer du sein) ou contre des antigenes faiblement immunogenes 
(ex: glycoproteine associees au VIH). 

II existe done un besoin evident d ! une methode qui permettrait de 
vectoriser les antigenes afin d'induire une reponse cellulaire en excluant 
d'eventuels chocs anaphylactiques ou une proteolyse dans le serum. 

25 Une multitude de maladies pourrait beneficier de Tadministration de 

proteines ou de peptides antigeniques therapeutiques vectorises. Ceci permettrait 
de reduire les effets secondaires indesirables lies & la trop grande quantite 
d'antigenes a administrer afin de "susciter" la reponse immunitaire (ex: vaccination 
anticancereuses). 

30 Les inventeurs de la presente invention ont mis au point, pour 

differentes applications dans des domaines totalement differents de ceux de la 
presente invention, des vesicules multilamellaires qui presentent une structure dite 
en "oignon" et sont constitutes, de leur centre jusqu'a leur peripheric, d'une 
succession de couches lamellaires separees par un milieu liquide. Ces vesicules 

35 peuvent etre obtenues par un procede comprenant la preparation d'une phase 
lamellaire cristal-liquide et sa transformation par application d*un cisaillement. Un 
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tel procede est en particulier decrit dans le brevet WO 93/19735 issu du brevet 
fransais FR-2 689 418 ou WO 95/18601 introduits ici par reference. 

Selon le brevet frangais FR-2 689 418, cette transformation peut etre 
faite lors d'une etape de cisaillement homogene de la phase cristal-liquide, ce qui 
5 conduit a des vesicules encore appelees microcapsules de taille controlee. 
Toutefois, en jouant sur la formulation de la phase lamellaire cristal-liquide, en 
particulier sur la nature des tensioactifs entrant dans sa composition, la 
transformation de cette phase cristal-liquide en vesicules peut etre obtenue par 
simple sollicitation mecanique, en particulier lors du melange des constituants. 

10 Les recherches menees par les inventeurs les ont amenes a decouvrir 

que Tutilisation des technologies decrites ci-dessus permettait la mise au point de 
nouveaux vecteurs multilamellaires de petite taille pouvant etre utilises pour 
vectoriser des antigenes avec, pour resultat d'augmenter la reponse immunitaire de 
la cellule ciblee, une grande efficacite ^encapsulation ainsi qu'une grande facilite 

1 5 de preparation, 

Un tel vecteur se comporte done, a bien des egards, comme un 
adjuvant particulierement interessant de vaccination. 

Un autre avantage est que toutes les molecules entrant dans la 
preparation des compositions de Tinvention sont disponibles commercialement. 

20 Un autre avantage du procede permettant la preparation des 

compositions de Tinvention est qu'il permet d'utiliser une grande variete de 
tensioactifs. 

Plus precisement, la presente invention propose un nouveau moyen de 
vectorisation des antigenes en vue d'augmenter la reponse immunitaire de la cible 
25 cellulaire visee. La presente invention vise plus precisement une methode pour 
administrer un antigene permettant d'ameliorer significativement la reponse 
immunitaire aussi bien cellulaire qu'humorale. 

Ainsi, selon une de ses caracteristiques essentielles, Tinvention 
conceme un nouveau vecteur d'antigene, constitue d'une dispersion de vesicules 
30 multilamellaires au sein desquelles ledit antigene se trouve au moins partiellement 
encapsule, lesdites vesicules etant constitutes de bicouches comprenant au moins 
un agent tensioactif, lesdites bicouches etant concentriques et conferant auxdites 
vesicules une structure en oignon. 

Par antigene, on entend toute substance qui induit la production 
35 d'anticorps. Une substance antigenique comprend au moins un determinant 
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antigenique ou epitope, qui sont des motifs moleculaires reconnus par des 
anticorps specifiques et/ou des cellules de rimmunite specifique. 

Les antigenes utilises selon I'invention sont avantageusement des 
antigenes de type proteique. II pourra, en particulier, s'agir d'antigenes constitues 
5 de proteines naturelles ou recombinantes. 

Par structure en "oignon", on entend, comme expose precedemment, 
une structure multilamellaire, dans laquelle les vesicules de forme sensiblement 
spherique sont constitutes d'une succession de bicouches concentriques et, cela, 
du centre a la peripheric des vesicules, d'ou le nom de structure en oignon utilise, 
10 par analogic pour qualifier de telles structures. 

De telles structures sont avantageusement obtenues par incorporation 
d'au moins un antigene dans une phase lamellaire cristal-liquide comprenant au 
moins un agent tensioactif puis transfonnation de cette phase cristal-liquide 
lamellaire en une phase dense de vesicules multilamellaires de petite taille. 
15 Ainsi, selon une autre caracteristique essentielle de I'invention, elle 

conceme un procede de preparation d'une composition contenant au moins un 
antigene, selon lequel on prepare une phase cristal-liquide lamellaire incorporant 
ledit antigene et on provoque le rearrangement de ladite phase cristal-liquide en 
vesicules multilamellaires par application d'un cisaillement. 
20 Ce cisaillement pourra etre un cisaillement homogene, ce qui pnesente 

Tavantage de conduire a des vesicules de taille parfaitement homogene. Toutefois, 
une simple agitation mecanique pourra s'averer suffisante pour conduire a la 
formation des vesicules multilamellaires de Tinvention. 

Selon une autre caracteristique encore, I'invention concerne les 
25 produits susceptibles d'etre obtenus par ce procede. 

Selon le brevet fran9ais FR-2 689 418, cette transformation peut etre 
faite lors d'une etape de cisaillement homogene de la phase cristal-liquide, ce qui 
conduit a des vesicules ou microcapsules de taille controlee. Toutefois, en jouant 
sur la formulation de la phase lamellaire cristal-liquide, en particulier sur la nature 
30 des tensioactifs entrant dans sa composition, la transformation de cette phase 
cristal- liquide en vesicules peut etre obtenue par simple sollicitation mecanique, 
en particulier lors du melange des constituants. 

La formulation fait avantageusement intervenir un melange de 
molecules tensioactives. II est generalement utilise au moins deux tensioactifs 
35 differents ayant des balances hydrophile-lipophile differentes, ce qui permet de 
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regler en continu les proprietes des bicouches et ainsi de controler l'apparition de 
1'instabilite qui gouverne la formation des vesicuies multilamellaires. 

Selon une variante avantageuse, les vesicuies constituant les 
compositions de la presente invention ont des diametres inferieurs a 10 jam, de 
5 preference inferieurs a 1 nm, de preference compris entre 0,1 et 1 pm. 

Selon une variante avantageuse, les membranes des vesicuies 
contenues dans les compositions de Tinvention contiennent au moins un agent 
tensioactif choisi dans le groupe constitue : 

- des phospholipides hydrogenes ou non hydrogenes, 

10 - des acides gras en Cg a Cjg, satures ou mono- ou polyinsatures, lineaires ou 
ramifies, sous forme d'acide ou de sel d'un metal alcalin, aicalino-terreux ou d'une 
amine, 

- des esters, ethoxyles ou non, de ces memes acides gras et 

. de saccharose, 
15 . de sorbitan 

. de mannitol, 

. de glycerol ou de polyglycerol, 
, de glycol, 

- des mono-, di- ou triglycerides ou des melanges de glycerides de ces memes 
20 acides gras, 

- des alcools gras en C$ a C\g 9 satures ou mono- ou polyinsatures, lineaires ou 
ramifies, ethoxyles ou non, 

- des ethers, ethoxyles ou non, de ces memes alcools gras et 

. de saccharose, 
25 . de sorbitan, 

. de mannitol, 

. de glycerol ou de polyglycerol, 
. de glycol, 

- des huiles vegetales polyethoxylees, hydrogenees ou non hydrogenees, 

30 - des polymeres sequences de polyoxyethylene et de polyoxypropylene 
(poloxameres), 

- de Thydroxystearate de polyethyleneglycol, 

- des alcools a squelette sterol tel que le cholesterol, le sistosterol. 

Les tensioactifs choisis, en particulier les tensioactifs cites ci-dessus, 
35 sont avantageusement choisis dans la categorie des tensioactifs permis par la 
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legislation pour I'utilisation pharmaceutique en fonction de la voie 
d'administration. 

On choisira avantageusement parmi les tensioactifs ci-dessus, deux 
tensioactifs presentant des proprietes relativement differentes, en particulier une 
5 balance hydrophile-lipophile (HLB) differente. Le premier tensioactif presentera 
avantageusement une balance hydrophile-lipophile comprise entre 1 et 6, de 
preference entre 1 et 4, alors que le deuxieme tensioactif aura une balance 
hydrophile-lipophile comprise entre 3 et 15, de preference comprise entre 5 et 15. 

Comme on l'a vu precedemment, un meilleur contrdle de la taille des 
10 vesicules multicouches pourra etre obtenu en procedant selon le brevet 
FR 2 689 418. 

La preparation obtenue apres transformation de la phase lamellaire 
cristal-liquide en vesicules multilamellaires peut ensuite etre diluee, en particulier 
avec un solvant aqueux pour obtenir ainsi une suspension aqueuse de vesicules. 

15 La technique ^encapsulation utiiisee selon la presente invention 

pennet d'atteindre aisement des rendements ^encapsulation tres eleves, voir 
voisins de 100%. Toutefois, de tels rendements ne sont pas toujours 
indispensables en fonction des applications visees. 

Ainsi, le rendement decapsulation du (ou des) antigene(s) dans les 

20 compositions de l'invention est avantageusement superieur a 50 %, de preference 
superieur a 80 %. 

L'invention fournit un moyen de vectorisation d'antigenes, en 
particulier d'antigenes de type proteique, cette vectorisation pouvant etre realisee 
in vivo apres injection par voie intraveineuse ou intraperitoneale. 
25 Selon une autre de ses caracteristiques essentielles, Tinvention 

concerne une composition therapeutique contenant au moins un antigene dans 
laquelle ledit (lesdits) antigene(s) se trouve(nt) au moins partiellement 
encapsule(s) dans les vesicules multilamellaires d'un vecteur tel qu'il a ete defini 
precedemment. 

30 Enfm, selon une autre de ses caracteristiques essentielles, l'invention 

concerne un procede de preparation des compositions definies precedemment. 
Ce procede comprend les etapes suivantes de : 

- preparation d'une phase lamellaire cristal-liquide comprenant au 
moins un agent tensioactif et incorporant le(les) antigene(s), 
35 - transformation de la phase cristal-liquide en vesicules 

multilamellaires a structure en oignon, par cisaillement, 
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- dispersion dans une solution aqueuse pour obtenir la concentration 
voulue en antigene(s). 

Plus precisement, selon ce precede, on prepare dans une premiere 
etape une phase cristal-liquide constitute d'un melange de molecules amphiphiles 
5 et d'une solution aqueuse contenant le (ou les) antigene(s). La phase aqueuse peut 
contenir, en particulier, un tampon PBS ou tout autre solution physiologique. 
LTiomme du metier choisira la nature des tensioactifs et leurs proportions de fa<?on 
a avoir une transformation ulterieure aisee de la phase cristal-liquide en vesicules 
multilamellaires a structure en oignon. II choisira avantageusement pour ces 
10 tensioactifs au moins une molecule amphiphile plutot hydrophobe presentant de 
preference une HLB inferieure a 4 et ime autre molecule amphiphile plutot 
hydrophile presentant une HLB de preference superieure a 5. Un tel choix 
permettra une transformation aisee de la phase cristal-liquide. 

Dans une seconde etape, le melange homogene constitue de la phase 
15 cristal-liquide formee est cisaille selon un des precedes decrits precedemment. On 
appliquera avantageusement un cisaillement homogene pour obtenir une taille 
faible et reguliere des vesicules. Toutefois, Tutilisation d'un tel cisaillement 
homogene ne s'avere pas toujours necessaire et, a condition de jouer sur la 
formulation de la phase cristal-liquide, un simple melange dans un melangeur 
20 industriel peut permettre de transformer la phase lamellaire cristal-liquide en 
vesicules multilamellaires selon Tinvention. 

Dans une troisieme etape, le melange constitue des vesicules 
multilamellaires selon Tinvention est disperse dans un exces de solution aqueuse, 
par exemple de serum physiologique, pour amener ce melange a la concentration 
25 en antigene voulue. 

L'invention est illustree par les exemples qui suivent qui montrent qu'il 
est possible d'envisager Tutilisation des microvesicules multilamellaires de 
tensioactifs pour la vaccination humaine et animale avec les avantages suivants : 

1) On demontre Tinteret de vectoriser un ou plusieurs antigenes, 
30 separement ou ensemble dans des vesicules multilamellaires de petite taille. 

2) On peut envisager, compte tenu de Taugmentation de la reponse 
immunitaire, Tutilisation d'une quantite moindre d'antigene. Ceci peut etre 
important lorsqu'on envisage de recourir a des antigenes recombinants. 

3) Dans certains cas, la reponse a Tantigene est trop faible et 
35 Tamplification de Timmunite par la microencapsulation permet d'envisager 

Tutilisation de molecules faiblement immunogenes. 
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4) La rapidite du developpement de la reponse immunitaire permet 
d'envisager une diminution des ecarts entre la mise en oeuvre des rappels 
successifs. En effet, au dernier rappel, seules 30% des personnes traitees se 
presentent et done 70% des individus, bien qu'ayant subi une premiere injection, 

5 ne sont pas immunises efficacement. Un delai plus bref entre les rappels devrait 
assurer une meilleure vaccination de la population. 

5) ^augmentation de la reponse d'origine cellulaire est la garantie 
d'une meilleure vaccination. 

6) Le fait que l'effet ^amplification de la reponse immunitaire d'un 
10 antigene encapsule soit encore plus net avec la presence d'un adjuvant tel que le 

QS2 1 permet d'envisager (sans obligation) des couplages technologiques. 

En conclusion, les resultats demontrent un effet amplificateur de la 
reponse immunitaire qui est tres general et peut potentiellement etre applique dans 
de nombreux vaccins humains et animaux. 

15 

EXEMPLES 
Exemple 1 

Preparation et caracterisation d'une composition contenant des antigenes 
encapsules 

20 On prepare une composition contenant des vesicules multilameliaires 

et presentant la composition suivante dans laquelle les proportions sont exprimees 



en pourcentages en poids : 

phosphatidylcholine (PC90 de Natterman) 45,5 

oleate de potassium 5 

25 cholesterol 5 

sulfate de cholesterol 2,5 

laureth 4 (lauropal 4 de Witco) 2 



solution aqueuse a 10 mg/ml d'albumine serique humaine (HSA) 40 
en procedant conrune expose ci-dessous. 

30 L f oleate de potassium, le cholesterol, le sulfate de cholesterol et le 

laureth 4 sont prealablement melanges sous agitation magnetique a 55°C pendant 
1 h. A la pate obtenue, refroidie a temperature ambiante sont lentement 
additionnes sous agitation douce la solution aqueuse dUSA (ou de Teau pure pour 
les microvesicules vides) puis la phosphatidylcholine. Le melange est ensuite 

35 introduit dans une cellule de cisaillement constituee de deux cylindres coaxiaux, 
dont Tun est fixe et Tautre en rotation. Ce type de dispositif est decrit dans le 
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brevet W093/19735. Le cisaillement d'environ 10 s" 1 est maintenu pendant 1 h. 
Lechantillon est ensuite disperse dans l'eau sterile, a raison de 250 mg de pate 
pour 1 ml d'eau. 

Une seconde dilution est effectuee avant l'injection, a raison de 0,5 ml 
5 de la solution precedente dans 2 ml d'eau sterile. Pour les echantilions contenant 
un adjuvant, celui-ci est prealablement incorpore dans l'eau de dispersion a raison 
de 5 nl de solution aqueuse d'adjuvant (a 20 ixg/\il) dans 1,995 ml d'eau. On 
obtient done dans la solution injectee une concentration de 20 jig d'antigene pour 
100 fil de volume injectable, et dans le cas ou l'adjuvant est utilise sa 

10 concentration finale est de 4 jig pour 100 fil. 

Le taux ^encapsulation est estime par dosage apres separation des 
vesicules du surnageant puis liberation de Tantigene. La dispersion de vesicules est 
ultracentrifugee (40 000 rpm, 1 h). Le culot de vesicules, est dilue 10 fois par une 
solution a 10 % en sel de deoxycholate de sodium. La suspension de vesicules 

15 detruites par le sel de deoxycholate est soumise a un effet vortex intense puis 
ultracentrifugee (50 000 rpm, 60 minutes). Le dosage de Tantigene est realise par 
spectrophometrie sur le culot par la technique de Bradford (Analytical 
Biochemistry, 1976, 72, p. 248) en recourant au dosage "Bio-Rad protein assay" 
conformement au protocole fourni (Bio-Rad Laboratories, USA). 

20 Les valeurs associees au culot et correspondant a la quantite d'antigene 

encapsule (HSA) sont de 80 % =fc 5%. 

La taille moyenne des vesicules multilamellaires contenant THSA est 
mesuree par la technique de diffusion dynamique de la lumiere. On trouve une 
taille de 0.218 jim avec une polydispersite de 20 %, ce qui montre qu f on a un 

25 echantillon homogene quant a la taille des vesicules. 

Exemple 2 

Dosage de la reponse immunitaire 

a) Protocole de vaccination 
30 On determine la reponse immunitaire d'un antigene microencapsule 

administre in-vivo en recourant a un modele murin. 

Un protocole de vaccination accelere a ete mis en place afin de tester 

la capacite des vecteurs a induire rapidement une reponse immunitaire. Trois 

injections sur vingt jours ont ete realisees puis des dosages des immunoglobulines 
35 totales (IgG, IgM) a deux et quatre semaines ont ete effectues. A deux et quatre 
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semaines, les concentrations en immunoglobulines de differentes sous-classes ont 
ete titrees. 

Quatre formulations differentes (notees de 1 a 4) contenant les memes 
quantites d'antigenes, et deux formulations temoins (notees 5 et 6) ont ete testees : 
5 1) l'antigene seul 

2) l'antigene associe a un adjuvant connu (QS21 de AQUILA, USA) 

3) Tantigene encapsule dans les microvesicules multilamellaires de 
tensioactifs selon l'exemple 1 

4) l'antigene encapsule dans les microvesicules multilamellaires de 
10 tensioactifs selon l'exemple 1 associees au QS21 

5) les microvesicules multilamellaires de tensioactifs analogues a celles 
obtenues selon l'exemple 1 mais vides 

6) les microvesicules multilamellaires de tensioactifs analogues a celles 
obtenues selon l'exemple 1 mais vides associees a Tadjuvant QS21. 

15 Toutes les formulations ont ete preparees de maniere a ce qu'un 

volume d'injeetion de 100 jal contienne 20 fig d'antigene (libre ou encapsule), et 
lorsqu'il est present, 4jig d'adjuvant QS21 (cf. ci-dessus). 

Le modele murin est celui de souris Balb-C femelles agees de 
8 semaines, d'un poids moyen de 20 g. Dix jours s'ecoulent entre la premiere et la 

20 seconde injection intraperitoneal^ La troisieme et derniere administration est - 
intraveineuse 10 jours plus tard. Le protocole s'echelonne done sur 20 jours au 
total. Le meme protocole est suivi pour les six formulations correspondant aux six 
groupes de quatre souris numerates de 1 a 6. Chaque groupe a ete traite avec la 
formulation de meme numero. 

25 Les animaux sont maintenus dans des conditions "normales" , nourris 

ad libidum et normalement hydrates. 

Deux prelevements sanguins (prelevement retro-orbitaire) sont 
effectues a 2 et 4 semaines apres la derniere injection, afin de doser les 
immunoglobulines totales (IgG, IgM) sur le serum apres centrifiigation du sang 

30 total heparine. 

b) Resultat : dosage de la reponse immunitaire globale 

Le dosage de la reponse immunitaire globale se fait en titrant les 
immunoglobulines par un test ELISA (Saunders G.C. "Immunoassays in the 
35 clinical laboratory" Ed. By Nakamura et al, 1979) a l'aide ^immunoglobulines de 
lapin anti-immunoglobulines de souris (Institut Pasteur, Paris), marquees a la 



BNSDOCID: <FR 2769Q22A 1 J_> 



11 



2769022 



peroxydase. Les immunoglobulins fixees sont revelees par l'addition du substrat 
de 1'enzyme. 

La mesure effectuee dans ce test est classiquement une mesure 
d'absorbance a 405 nm, le produit de la reaction enzymatique forme dans le test 
5 ELISA absorbant la lumiere a cette longueur d'onde. La methode d'analyse utilisee 
donne des resultats identiques a la mesure de Tabsorbance a mi-hauteur de la 
saturation, mais avec plus de precision pour les faibles valeurs et procede par une 
methode permettant d'acceder a une grandeur proportionnelle a la quantite 
d'antigenes presente dans le serum par parametrage des courbes donnant 
10 Tabsorbance en fonction de la dilution. En effet, la loi de dilution peut etre 
modelisee de la fa?on suivante : 



I(D) = Io + 



(1 + C 0 Z>) 
oil : 

15 1(D) est l'absorbance mesuree a la dilution D 
Io est le bruit de fond de la mesure 
I s est la mesure a la saturation (plateau) 

C 0 est proportionnel a la concentration en anticorps cherchee (C c a la grandeur 
d'une concentration). 

20 Io est mesure directement. I s est obtenu a partir d'une experience dont 

la reponse est suffisante pour atteindre la saturation. La valeur obtenue est alors 
utilisee dans le parametrage des autres mesures de la meme serie d'experiences, 
meme si pour ces demieres la saturation n'est jamais atteinte. 

Le parametrage des courbes permet de deduire C 0 pour chaque 

25 experience, done un nombre porportionnel a la quantite d'anticorps presents dans 
le serum etudie. 

Cette methode est plus fine que la simple mesure de la dilution pour 
obtenir le demi-plateau, puisqu'elle permet d'obtenir une mesure, meme en 
Tabsence de saturation. Elle est done particulierement adaptee aux faibles 
30 reponses. 

Les resultats a deux semaines et a quatre semaines (apres la fin du 
protocole vaccinal) pour l'ensemble des preparations sont donnes dans le tableau 1 
suivant. 
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Les valeurs obtenues par cette methode sont indiquees dans le 
tableau 1 ci-dessous et sont done proportionnelles au taux d'immunoglobulines 
presentes dans le sang. 

5 TABLEAU 1 



Groupe de souris et 
N° de formulation 


1 


2 


3 


4 


5 


6 


Reponse a 2 
semaines 






145 


335 






Reponse a 4 
semaines 




7 


467 


894 







Le signe correspond a une reponse inferieure a 2, jugee non 
significative. 

On voit done que, des 2 semaines, on obtient une reponse immunitaire 
significative pour les formulations encapsulees (avec ou sans adjuvant). Au bout 
de quatre semaines, les formules encapsulees donnent une reponse tres importante, 
plus de 50 fois superieure a la reponse de 1'antigene associe a Tadjuvant et plus de 
100 fois superieure lorsque Ton ajoute Tadjuvant QS21 a Tantigene encapsule. 
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REVINDICATIONS 

1. Vecteur d'antigene, caracterise en ce que qu'il est constitue d'une 
dispersion de vesicules multilamellaires au sein desquelles ledit antigene se trouve 

5 au moins partiellement encapsule, lesdites vesicules etant constitutes de bicouches 
comprenant au moins un agent tensioactif, lesdites bicouches etant concentriques 
et conferant auxdites vesicules une structure en oignon. 

2. Vecteur selon la revendication 1, caracterise en ce que lesdites 
vesicules ont un diametre inferieur a 10 fim, de preference inferieur a 1 \xm y de 

10 preference compris entre 0,1 et 1 jim. 

3. Vecteur selon la revendication 2, caracterise en ce que lesdits agents 
tensioactifs constituant lesdites bicouches sont choisis dans le groupe constitue : 

- des phospholipides hydrogenes ou non hydrogenes, 

- des acides gras en Cg a C \ g, satures ou mono- ou polyinsatures, lineaires ou 
15 ramifies, sous forme decide ou de sel d'un metal alcalin, alcalino-terreux ou d'une 

amine, 

- des esters, ethoxyles ou non, de ces memes acides gras et 

. de saccharose, 
. de sorbitan, 
20 . de mannitol, 

. de glycerol ou de polyglycerol, 
. de glycol, 

- des mono-, di- ou triglycerides ou des melanges de glycerides de ces memes 
acides gras, 

25 - des alcools gras en C$ a Cig, satures ou mono- ou potyinsatures, lineaires ou 
ramifies, ethoxyles ou non, 

- des ethers, ethoxyles ou non, de ces memes alcools gras et 

. de saccharose, 
. de sorbitan, 
30 . de mannitol, 

. de glycerol ou de polyglycerol, 
. de glycol, 

- des huiles vegetales polyethoxyiees, hydrogenees ou non hydrogenees, 

- des polymeres sequences de polyoxyethylene et de polyoxypropylene 
35 (poloxameres), 

- de Thydroxystearate de polyethyleneglycol, 
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- des alcools a squelette sterol tel que le cholesterol, le sistosterol. 

4. Vecteur selon Pune des revendications 1 a 3, caracterise en ce que 
les bicouches desdites vesicules comprennent au moins deux agents tensioactifs 
dont Tun presente une balance hydrophile-lipophile (HLB) comprise entre 1 et 6, 

5 de preference comprise entre 1 et 4, et l'autre une balance hydrophile-lipophile 
(HLB) comprise entre 3 et 15, de preference comprise entre 5 et 15. 

5. Vecteur selon l*une des revendications 1 a 4, caracterise en ce que le 
rendement ^encapsulation est superieur a 50 %, de preference superieur a 80 %. 

6. Vecteur selon l'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que 
1 0 ledit antigene est un antigene proteique. 

7. Vecteur selon la revendication 6, caracterise en ce que ledit antigene 
proteique est constitue d'une proteine naturelle ou recombinants 

8. Composition therapeutique contenant au moins un antigene, 
caracterisee en ce que ledit(lesdits) antigene(s) se trouve(nt) au moins 

15 partiellement encapsule(s) dans les vesicules multilamellaires d'un vecteur tel que 
defini selon Tune des revendications 1 a 7. 

9. Procede de preparation d*une composition selon la revendication 8, 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes de : 

- preparation d'une phase lamellaire cristal-liquide comprenant au 
20 moins un agent tensioactif et incorporant le(ies) antigene(s), 

-transformation de la phase cristal-liquide en vesicules 
multilamellaires a structure en oignon, par cisaillement, 

- dispersion dans une solution aqueuse pour obtenir la concentration 
voulue en antigene(s). 

25 10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que ledit 

cisaillement est un cisaillement homogene. 

11. Procede selon la revendication 9 ou 10, caracterise en ce qu'on 
utilise au moins 2 tensioactifs dont Tun presente une HLB comprise entre 1 et 6, 
de preference de 1 et 4, et l'autre une HLB comprise entre 3 et 15, de preference 

30 entre 5 et 15. 

12. Procede selon Tune des revendications 9 a 1 1, caracterise en ce que 
ledit antigene est un antigene proteique. 
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